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(54) Zellvolumenregulierte humane Kinase h-sgk 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft cfie Klonie- 
rung und Charakterisierung einer human en 
Serin/Threonin-Kinase (h-sgk serum and glucocorti- 
coid dependent kinase). Werterhin betrifft die Erfindung 
Reagenzien fur die Diagnostik von Zustflnden, die mrt 
einer Anderung des ZeUvolumens und/oder des 
"macromolecular crowdings" im Korper ernhergehen, 
wie beispieteweise Hypematriamie, Hyponatridmie, 
Diabetes mellrtus, Niereninsuffizienz, Hyperkatabolis- 
mus, hepatische Encephalopathie, EntzOndungen und 
mikrobieJIe oder viral e Infektionen. Die vorliegende 
Erfindung betrifft auBerdem Arzneimrttel, enthaltend tie 
h-sgk. Nukfeinsfluren, weiche fur die h-sgk kodieren 
oder Rezeptoren, insbesondere Antikorper, die spezi- 
f isch an die h-sgk binden. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Klonierung 
und Charakterisierung einer humanen Serin/Threonin- 
Kinase (h-sgk: serum and glucocorticoid dependent 
kinase). Weiterhin betrifft die Erfindung Reagenzien for 
die Diagnostik von Zustanden, da mit einer Anderung 
des Zeltvdumens und/oder des "macromolecular crow- 
dings" im KOrper einhergehen, wie beispieteweise 
Hypematriamie, Hyponatriamie, Diabetes mellrtus, Nie- 
reninsuffizienz, Hyperkatabolismus, hepatische Ence- 
phatopathie, EntzOndungen und mikrobieHe oder virale 
Infektionen. Die vorliegende Erfindung betrifft auBer- 
dem Arzneimittei, enthaltend die h-sgk, NuWeinsauren, 
welche for die h-sgk kodieren oder Rezeptoren, ins- 
besondere Antikorper, a spezifisch an (fie h-sgk bin- 
den. 

Setbst bei konstanter extrazellularer Osmolarrtat ist 
die Konstanz des Zellvofumens standig durch Transport 
Qber Zellmembranen und zellularen Metaboiismus, d.h. 
Btldung und Abbau osmotisch aktiver Substanzen 
gefahrdet 

Zellschwellung und -schrumpfung storen das intra- 
zellulare Milieu durch Verdunnung bzw. Kbnzentrierung 
von zellularen Makromolekfllen, die zu massiver Beein- 
trachtigung der zellularen Funktionen fuhren . Daher 
haben Zellen eine Vielzahl von Zel fvolumen-reguiieren- 
den Mechanismen entwickert Zellschwellung fOhrt in 
den meisten Geweben zu einer zellularen Abgabe von 
Ion en durch Aktivierung von lonenkanalen und KCI- 
Cotransport Zefl schrumpfung fflhrt umgekehrt zu zellu- 
larer Aufnahme von tonen durch Aktivierung des 
NaQ/KO-Cotransporters und Na+/H+-Austauschers. 

DarOberhinaus stimuliert Zellschrumpfung die zel- 
lulare Akkumulierung und Zellschwellung die zeilulare 
Abgabe von Osmolyten, Molekulen, die speziell zur 
Erzeugung intrazellularer Osmolarrtat eingesetzt wer- 
den [Burg, M. B. Am. J. Physiol. 268:F983-F996, 1995). 

SchlieBlich beeinflussen Anderungen des Leber- 
zellvolumens hepatozeliularen Stoffwechsel und Gen- 
expression [Haussinger et al. (1994) Am. J. Physiol. 
267, E343-E355]. Zellschwellung wirkt wie ein anabdes 
Signal, das Protein- und Glykogensynthese stimuliert 
sowie Protein- und Glykogenabbau hemmt Umgekehrt 
wirkt Zellschrumpfung als kataboles Signal, indem es 
den Abbau von Glykogen und Proteinen fOrdert und den 
Aufbau von Proteinen und Glykogen hemmt [Haussin- 
ger et al. (1994) Am. J. Physiol. 267, E343-E355J. 

Das Zellvolumen wurde als entscheidendes Ele- 
ment in der Regulation des Leberzeilstoffwechsels 
durch Hormone, zeilulare Aminosaure- Aufnahme und 
oxidativen Stress erkannt. 

Die Signalmechanismen, die die Zellfunktion an die 
Anderungen des zellularen Hydratationszustandes kop- 
peln, sind wettgehend unbekannt. Anderungen des Zell- 
volumens erzielen ihre vielfaltigen Wirkungen auf die 
Zellfunktion z.T. durch Stimulation oder UnterdrQckung 
d r Expression bestimmter Gene, deren Produkt dann 



die Expression oder AktMtat einer vielzahl von Zell- 
komponenten beeinflussen. Urn Gene aufzudecken, die 
bei Zellschwellung vermehrt exprimiert w rden, fuhrten 
wir einen differerrtiellen mRNA fingerprinting Assay an 

5 cDNAs aus Hepatocyten durch, die entweder isoton r 
oder anisotoner extrazellularer Flflssigkert ausgesetzt 
word en war en. Dabei wurden mehrere Banden erhaJ- 
ten, die bei Verwendung unterschiediicher Primer drffe- 
rerttielle Expressionsraten aufwiesen. 

ro Es wurde Qberraschenderweise gefunden, daB die 
Expression einer dieser Banden unter hypertonen 
Bedingungen stimuliert und unter hypotonen Bedingun- 
gen gehemmt wurde. Die cDNA-Sequenz dieser in 
besonderer Wetse durch Zellvolumenanderungen in 

is ihrer Expression beeinfluBten Bande, wurde genauer 
anaiysiert. Durch Sequenzvergleich wurde gefunden, 
daB keine Ahnlichkeit zu irgendeinem bererts bekann- 
ten menschlichen Gen gegeben ist. Das gefundene 
Gen, dessen NuWeotidsequenz in Fig. 1 dargestellt 

20 wird, kodiert Qberraschenderweise fur eine Kinase, eine 
putative Serin-Threoninkinase. Ihre Sequenz ist in Rg. 
2 sowie in Rg. 1 dargestellt Sie ist hoch-homoiog zur 
bererts bekannten Ratten-sgk (serum and glucocorti- 
coid dependent kinase), einer Kinase, deren Expres- 

25 sion durch Serum und Giucocprticoide gesteigert wird. 
Eine Zellvdumenabhangigkert der Ratten-sgk ist bsher 
jedoch nicht beschneben. 

Die vorliegende Erfindung betrifft folglich eine 
humane zellvolumenregulierte Kinase (h-sgk), sowie 

30 Verfahren zu ihrer gentechnischen Hersteilung. 

Die Expression der h-sgk tst in hohem MaBe vom 
Zellvolumen abhangig. Zellschwellung hemmt die 
Expression der h-sgk, wahrend Zellschrumpfung die 
Expression der h-sgk stimuliert DarOberhinaus wird die 

35 Expression der h-sgk durch Harnstoff gehemmt Harn- 
stoff beeintrachtigt wie Zellvolumenanderungen die Sta- 
bilitat und damit die Funktion zellularer Proteine, bzw. 
die Packungsdichte der zellularen Makromolekule, das 
sog. macromolecular crowding [Minton, A.P.,Mol. Cell. 

40 Btochem. 55: 119-140, 1983]. Die h-sgk-Expression ist 
daher ein MaB fQr das zeilulare jnacromolecular crow- 
ding". Die Transskription der h-sgk wird jedoch, im 
Gegensatz zur Ratten-sgk, weder durch Corticoide 
noch durch fOtales Kalberserum (FCS) beeinfluBt 

45 Die h-sgk wird in einer Vielzahl menschlicher 
Gewebe exprimiert wie Leber, Herz, Pankreas, Muskel, 
Niere. Lunge, Plazenta, Lymphocyten und mehreren 
Strukturen des Gehirns (Hippokampus, nucleus cauda- 
tus, corpus callosum, substantia nigra, nucleus subtha- 

50 lamicus und thalamus). 

Es hat sich gezeigt daB die h-sgk bei vielen Krank- 
heiten, bei denen Zellvolumenanderungen eine ent- 
scheidende pathcphysioiogische Rolle spielen, ein 
betrachtiiches diagnostisches Potential besitzt Die 

55 Expression der h-sgk kann durch Nachwets und/ Oder 
Quantifizierung der mRNA mit Hirfe geeigneter Probes, 
beispielsweise im Northern blot oder mrttels In-Srtu- 
Hybridisierung, und die h-sgk seibst kann beiepiefs- 
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weise mil Hilfe geeigneter AntikOrper im Western blot 
oder durch Immunhistochemie nachgewiesen werden. 
Geeignete Probes bzw. AntikOrper wurden bereits mrt 
Erfolg auf Tauglichkert DberprOft. 

Die vortiegende Erfindung betrrfft daher audi tie s 
diagnostische Verwendurtg der h-sgk, ihrer Fragmente 
Oder der jewetligen dafflr kodierenden NukleinsSuren. 
Die mCglichen zum Einsatz kommenden diagnostic 
schen Techniken sind dem Fachmann bekannt. Es kOn- 
nen dies alle aus dem Stand der Technik bekannten w 
Immunoassayformate sein, wie beispielsweise Western 
Wot oder Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
(ELISA), aber auch homogene nicht festphasengebun- 
dene Assaytormate. Denkbar sind beispielsweise tom- 
petftive Testvarianten, aber auch indirekte Teste oder is 
Aufbauten nach dem Sandwich-Prinzip sind ohne wei- 
teres mOglich. Ebenso kOnnen die dem Fachmann 
bekannten Martierungstechniken eingesetzt werden. 
Es kOnnen auch alle Arten der Nukieinsaurenachweis- 
techniken angewandt werden. wie beispielsweise 20 
Southern blot, Northern blot und alle Varianten der 
Hybridisierungstechniken einschlieBlich In-Situ-Hybridi- 
sierung. 

Die h-sgk kann sowohl in KOrperflussigkeiten, bei- 
spielsweise Blut, Plasma oder Serum, als auch in festen 25 
Geweben, beispielsweise Biopstematerial nachgewie- 
sen werden. Der Nachweis der h-sgk ist uberall dort 
angezeigt. wo Anderungen des Zelh/olumens bzw. des 
jnacromolecular crowcfings" im KOrper auftreten, wie 
bei Hypematriamie. Hyponatriamie, Diabetes meilitus, 30 
Niereninsuffizienz, Hyperkatabolismus, hepatischer 
Encephalopathies Erttundungen und Infektionen. 

Daruberhtnaus kOnnte eine gestOrte Funktion der 
h-sgk zu einer gestOrten Regulation des hepatischen 
Stoffwechsels fOhren. Ein Nachweis der h-sgk wOrde 3$ 
daher einer diagnosttschen AbWarung von Fruktosetn- 
toleranz, hyper- und hypoglykdmischen Zustanden die- 
nen. 

Hypematrldmie: Dies ist eine lebensbedrohliche 
StOrung, die beispielsweise bei osmotischer Diurese 40 
und Wassertiurese durch zentralen oder nephrogenen 
Diabetes insipidus auftritt Ein zentraler Diabetes insipi- 
dus ist Foige eines genetischen Defektes, Schddel- 
Hirn-Trauma, Schadigung der hypothalarrtischen Neu- 
rone durch ErrtzOndungen, MarigeJdurchblutung. 45 
Tumore, Konsum von Alkohol, Opiaten und einigen 
Pharmaka. Ein nephrogener Diabetes insipidus ist 
Fdge von genetischen Defekten, Hypokalidmie, Hyper- 
calcarm'e, Proteinmangel, Pyelonephritis, und Behand- 
lung mrt verschiedenen Pharmaka, etc.. Wie in so 
Experimenten an kultivierten Leber- und Nierenzellen 
gezeigt wird, fuhrt eine Zunahme der extrazelluldren 
Na + Konzentration, die irrmer auch mrt einer Zunahme 
der extrazelluldren Osmolaritflt verbunden ist, zu einer 
gesteigerten Expression der h-sgk. Die Kinase kann 55 
damit als Indikator fur das AusmaB an Zellschrumpfung 
herangezogen und zur CfoerprOfung der Therapie ein- 
gesetzt werden. Eine solche Kontrolle ist insofern 



bedeulsam, als bei zu schneller Korrektur einer Hyper- 
natriamietrotz extrazelluiarer Hyperosmolaritat mitunter 
eine letale Zellschwellung auftreten kann. 

Hyponatrtamle: Bei etwa 1 - 2 % aller hospitalisier- 
ten Patient en stent man eine Hyponatriamie unter 130 
mmol/l test. Ursachen tieser lebensbedrohlichen StO- 
rung sind Diabetes meilitus, Ketonurie, Leberinsuffizi- 
enz, Diuretica, Opiate, verschiedene Pharmaka. 
osmotische Diurese, Bikarbonaturie, Nebenniereninsuf- 
fizienz, Salzverlust-Niere ( Nephritis), Nephrotisches 
Syndrom, gesteigerte Ausschuttung von ADH und Ver- 
luste von isotoner Flussigkert (z.B. Durchfaile) mrt aus- 
schlieBlichem Ersatz von Wasser. Ist die Hyponatriamie 
Fblae e**r ^inahme anderer Osmolyte im Blut, dann 

bleiber. /lumen und Expression der h-sgk normal. 

Ref lekttert die Hyponatriarri;e jedoch eine Hypoosmola- 
rrtat mrt Zellschwellung, dann ist die Expression der h- 
sgk herabgesetzt. Die Messung der h-sgk eriaubt somrt 
Ruckschlusse auf das Vorliegen einer Zellschwellung 
und ermOglicht eine rationale Entscheidung Qber das 
therapeutische vbrgehen. Wahrend der Therapie kann 
die Kinase zur Vertaufskontrolle eingesetzt werden. Die 
zu schnelle Korrektur einer Hyponatriamie kann zu mit- 
unter letaler Zellschrumpfung f uhren. 

Diabetes meilitus: Bei Diabetes meilitus tommt es 
zur Hyperglykamie, die zum Anstieg der extrazelluiaren 
Osmolaritat fuhrt und damit eine Zellschrumpfung her- 
vorruft. Die glomerular fittrierte Glucose ubersteigt die 
maximale renale Transportrate und erzwingt auf cfiese 
Weise eine osmotische Diurese, bei der Na + und Was- 
ser venoren gehen. Dadurch kann sich eine Hyponatri- 
amie entwickeln. Die gesteigerte extrazelluiare 
Osmolaritat und das Uberangebot an Glucose fOrdern 
die zeOuldre Bildung von Sorbitol, das bei Absinken der 
extrazelluiaren Osmolaritat zur Zellschwellung fuhrt. 
Der Zellschrumpfung und der Zellschwellung bei Diabe- 
tes meilitus werden entscheidende Bedeutung bei der 
Pathophysiologic zugemessen [McManus et al.,New 
England J. Med. 333: 1260-1266, Dermadash et ah.Kid- 
ney intern 5020322040, 1 996]. Die Messung der h-sgk 
bei einem Patienten mrt Diabetes meilitus eriaubt die 
Abschatzung der Zellvofumenanderungen und schafft 
damit eine solide Grundlage fOr den Ausgleich von 
ElektrolysIOrungen. Auch dabei kann eine Vertaufsbe- 
obachtung Qberschiessende Korrekturen verhindern. 

Niereninsuffizienz: Bei der Niereninsuffizienz 
kommt es zu einer massiven Zunahme der Harnstoff- 
konzentration auf Werte, welche eine destabilisierende 
Wirkung auf Proteine ausQben, Zellen schrumpfen las- 
sen und eine Abnahme der h-sgk -Expression bewir- 
ken. Die destabilisierende Wirkung von Hamstoff wird 
durch die Bildung von Trimethylaminen abgeschwacht. 
Bei schnellen Anderungen der Harnstoffkonzentration 
halt die Akkumulation von Trimethylaminen nicht Schrrtt, 
und es sind durch die Zeltvolumenanderungen StOrun- 
gen des Zellstoffwechsels zu erwarten. Die Bestim- 
mung der h-sgk kann eine Imbalance zwischen 
destabilisierendem Hamstoff und stabiiisierenden Tri- 
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methyiaminen auidecken. Gegebenenfalls ware die the- 
rapeutische Applikation von Trimethylaminen bei stark 
unterdrOckter h-sgk angezeigt 

Hyperkatabolismus: In einer Reihe kataboler 
Zustfinde, wie Sepsis, Vertxennungen, akuter Pankrea- 5 
this, schweren Operationen konnten Anderungen des 
Muskelzellvolumens nachgewiesen werden, die mit 
dem AusmaB an Hyperkatabolismus Korrefierten. Zell- 
schrumpfung fuhrt in der Tat zur Steigerung und Zeil- 
schwellung zur Hemmung der Proteolyse. Die 10 
Bestimmung der h-sgk kOnnte im Einzettall den Einsatz 
von therapeutischen MaBnahmen rechtfertigen, die 
geeignet sind, der ZeJIschrumpfung entgegenzuwirken, 
wie die Applikation von Glutamin [Haussinger et al., 
Lancet. 341: 1330-1332, t:. ^ oder von Osmdyten 15 
[Burg, M.B.J. Exp. Zool. 268(2):171-5, 1994]. 

Hepatische Encephalopathie: Es gibt uberzeu- 
gende Beweise dafOr, daB die hepatische Encephalo- 
pathie durch SchweJIung von Gliazellen zustande 
kommt [Norenberg, M.D.. Exp, Neurol. 53(3): 213-220, 20 
1994]. Tats&chlich laBt sich bei Lebererkrankungen eine 
Abnahme des Osmolyten Inositol im Gehim nachwei- 
sen [Kreis et al.. NMR Biomed. 4: 109-116. 1991]. Das 
vOllige Verschwinden koinzidiert mit dem Eintreten einer 
Encephalopathie. Durch EntwicWung und Einsatz 25 
geeigneter Substrate for die h-sgk kOnnte die h-sgk - 
AktivH&t im Gehim gemessen und bererts vor Auftreten 
der Encephalopathie gegengesteuert werden. Gegene- 
nenfalls kOnnte auch die h-sgk -Expression in besser 
zuganglichen Geweben ate Indikator fur Vblumendnde- 30 
rungen in Gliazellen herangezogen werden. 

Alzheimersche Krankheft: Neue Hinweise deuten 
auf eine Zunahme des Volumens peripherer Zellen bei 
der Alzhetmerschen Erkrankung hin. DarQberhinaus ist 
der Osmolyt Inositol bei Patient en mit Alzheimerscher 35 
Erkrankung erhOht, nicht jedoch bei einer Demenz 
anderer Genese. Die h-sgk-Expression kann somit zur 
Diagnose der Alzheimerschen Erkrankung bertragen. 

Infektionen/Entzundungen: Bei einer Sepsis 
kommt es zu massrver Zellschrumpfung [Haussinger et 40 
al. . Lancet 1993. 341: 1330-1332] mit entsprechendem 
Auftreten von Hyperkatabolismus. Tatsachlich spiett 
beim Pathogen-Wirt-Verhaltnis das Zeflvolumen eine 
wichtige Rolle. Die Expression der h-sgk kOnnte ein 
wertvoller Parameter zur Abschatzung der Pathophysio- 45 
logie von Infektionen sein. In-Situ-Hybridisierungsexpe- 
rimente zeigen einen deutlichen Anstieg der 
Gewebekonzentration der h-sgk bei entzundlichen 
Erkrankung en, wie beispielsweise Hepatitis, Pankreati- 
tis, Morbus Crohn oder Glomerulonephritis. Daruber- so 
hinaus wird die h-sgk-Expression durch TGFp 
gesteigert. was mit einer progressiven Fibrose, wie bei- 
spielsweise Leberzirrhose. Lungenf brose oder progres- 
sh/er Niereninsuffizienz. in Zusammenhang gebracht 
wurde. Tatsachlich wurde gefunden, daB die h-sgk- ss 
Expression bei Patienten mit chronischer Niereninsuffi- 
zienz erhOht ist 

Hyperglykamie-Hypoglykamie-Laktazidose: 



Eine herabgesetzte oder gesteigerte Expression 
und/oder Funktion der h-sgk kOnnte zu StOrungen des 
Kbhlehydratstoffwechsels fuhren, wie sie bei Zell- 
schrumpfung und Zellschwellung beobachtet wird [Lang 
et al., Pflugers Arch. 413: 209-216, 1989]. Eine herab- 
gesetzte Funktion hatte zur Folge, daB eine Hypoglyk- 
amie droht Eine gesteigerte Funktion kOnnte einerseits 
Hyperglykamie, andererserts Lactazidose nach sich Zie- 
hen. Bei der diagnostischen AbWarung von Hyperglyk- 
amie, Hypoglykamie und Lactacidosen unWarer 
Genese kOnnte daher immer auch die h-sgk Expression 
und Funktion untersucht werden. 

Die vorliegende Erf indung wird auBerdem durch die 
folgende detaillterte Beschreibung naher eriautert und 
daruberhinaus durch r oispiele sowie die Patentan- 
spruche beschrieben. 

Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

Materialien und Methoden 

Materialien: FOtales KaJbersetum und DM EM (Dul- 
beccos modrfiziertes Eagles Medium) wurden von 
GIBCO/BRL (Eggenstein, Deutschland) bezogen, 
Enzyme von STRATAGENE (Heidelberg. Deutschland) 
und BOEHRIMGER MANNHEIM (Mannheim, Deutsch- 
land). a-pSJ-dATP von ICN (Eschwege, Deutschland), 
Superscript® reverse Transcriptase von GIBCO/BRL 
PCR® (Polymerasekettenreaktionen) wurden in einem 
Crocodile® II TTiermocycler (APPUGENE ONCOR, 
Heidelberg, Germany) mit KHe von Prime Zyme® DNA 
polymerase und PCR Puffer von BIOMETRA (GOttin- 
gen, Deutschland) durchgefOhrt RAP-PCR Primer wur- 
den von STRATAGENE, Sequenzierprimer von MWG 
(Ebersberg, Deutschland) erworben. ManueJIe Sequen- 
zierung wurde auf einem S2-Sequenzierapparat von 
GIBCO/BRL mH HiHe des Fidelity® DNA Sequenzier- 
Systems (APPLIGENE ONCOR) durchgefOhrt. 

Zellkultur: HepG2 humane Hepatomzeflen wurden 
in Dulbeccos modifiziertem Eagles Medium (DMEM) 
mit 5 % C02, 5 mM Glucose bei 37°C, pH 7.4 kultiviert. 
das mit 10% (vol/vol) fttalen Kaiberserum (FCS) ange- 
reichert war. Vor der RNA-lsolierung wurden die Zellen 
bis zu 90%iger Kbnfluenz kultiviert und for 12 Stunden 
in basalem Eagle Medium (BME, GIBCO/BRL) ohne 
fOtalem Kaiberserum geharten. Die extrazelluldre 
Osmolarrtat wurde Qber Zugabe bzw. Wegnahme defi- 
nierter Mengen von Kbchsalz ohne Anderungen der 
anderen Komponenten des BME-Mediums variiert. In 
Experimenten, in denen die Wirkungen von Aminosau- 
ren gepruft wurden, wurden die Zellen zwei Stunden vor 
Zugabe der Aminosfluren in einer aminosaurefreien 
extrazelluiaren LOsung gehatten. 

RAP-PCR: RNA fingerprinting PCR (RAP-PCR) 
wurde wie frOher beschrieben [McClelland et al. 1994, 
Nucleic Acids Res. 22, 4419-4431] durchgefOhrt. Nach 
Elektrcphorese durch ein 4% Acrylamid / 7M Harnstoff 
Polyacrylamid-Gel. wurden die PCR-Produkte durch 
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Silberfarbung sichtbar gemacht [Sanguinetti et aJ. t Bio- 
techniques 17, 914-921. 1994J. Alle Banden, die nur 
unter einer Bedingung (hyperton Oder hypoton) sichtbar 
waren, wurden in der F !ge durch reverse Transskript- 
ion und PCR mrt RNA aus neuen Kurturen bestatigt. Die 5 
RAP-PCR wurd mrt vier verschiedenen Primerpaaren 
fQr die cDNA Synthase und PCR Amplifizierung durch- 
gefOhrt. Zusfltzlich wurden urtterschiediiche Temperatu- 
ren zwischen 30°C und 40°C in der ersten Runde der 
Amplifizierung gewahtt. Zusammen mrt diesen Modifi- 10 
kationen wurden tnsgesamt 64 PCR-Durchgange 
durchgefOhrt 

Die Gewinnung der Ban den: Banden, die repro- 
duzierbare Urrterschiede zeigten, wurden unter sterilen 
Bedingungen ausgeschnrtten. Das Amplkx wofde 
Qber Nacht bei 70 °C in 100 uJ Puffer (30 mM KCI. 
10mM TRIS-O pH 9.0, 0.1% Triton X 100) eluiert 
Reampfifizierung durch PCR wurde mrt 3.0 ul Eluat 
durchgefOhrt. mrt geeigneten Primer (250 nM), 200 uM 
dNTP, 1 x salzarmem Puffer (STRATAGENE) mrt 1 .5 mM 20 
MgCI 2 und 5 Einheiten Taq+® DNA Polymerase 
(STRATAGENE) bei folgenden Temperatur-ZyWusprofi- 
len: Ein ZyWus bei 95 °C fur 60 sec. 30 ZyWenbei95°C 
(15 sec), 55 °C (15 sec), 72 °C (60 sec) und zuletzt bei 
72 °C fur 5 Minuten. Nach Bestatigung durch PAGE, 25 
daB nur ein definiertes Amplicon mrt der erwarteten 
Lflnge erzeugt wooden war, wurde dieses Amplicon 
direct fur die Bildung der Probe verwendet. 

Northern Analyse: Digcodgenin (DIG)-gekcpperte 
Proben wurden durch drektes PCR-labeling der unter- so 
schiedlichen Ampticons erzeugt. mrt HOfe der geeigne- 
ten Primer und den Bedingungen, wie sie oben 
beschrieben wurden, auBer, daB folgende dNTP Kon- 
zentrationen verwendet wurden: 200 yM dATP, 200 pM 
dCTP, 200 uM dGTP, 190 \M dTTP und 10 jiM DIG- 35 
dUTP (BOEH RINGER). Northern blots wurden mrt 20 
ng total er RNA oder mrt 2 pg poly (A)- RNA hergestellt 
die durch 1% Agarose Gele in Anwesenhert von 2.2M 
Formaldehyd elektrophoretisch getrennt word en waren. 
Aqurvaientes Laden von Proben bei der Untersuchung ao 
von poly(A)-RNA wurde durch Farbung mrt Ethidium- 
bromid der ribosomaien RNA Banden oder durch DIG- 
geiabette Antisense-RNA probe gegen das humane 
heterogene nuclear rrbonudeoprotein C1 als internem 
Standard uberprflft. Die GroBe der RNA wurde mrt dem 45 
DIG-gelabelten Molekulgewicht-Marker I (BOEHRIN- 
GER) abgeschdtzt Vacuum blotting (APPLIGENE 
ONCOR Trans DNA Express Vacuum Blotter) wurde 
zum Transfer auf posrtiv geladene Nytonmembranen 
(BOEHRINGER) eigesetzt, die dann durch Ultraviolett- so 
Licht vemetzt wurden (STRATAGENE UV Stratalinker® 
2400). Hybridisierung wurde Qber Nacht in DrG-Easy- 
Hyb® (BOEHRINGER) bei einer Probenkonzentration 
von 25 ng/ml oder 100 ng/ml bei 50 °C oder 65 °C fur 
DNA - Proben oder RNA - Proben durchgefOhrt Pro- 55 
ben, die unterschiedliche Expression zeigten, wurden 
mrt dem pCR-Script SK(+) Cloning Krt (STRATAGENE) 
subWoniert und in Northern Wots uberpruft. Die im fol- 



genden gezelgten Northern blots wurden von diesen 
Subclones abgelertet 

Weitere Methoden: DNA Sequenzierung vom pCR 
done wurde mrt d m Fidelity® DNA Sequencing 
System (APPUGENE ONCOR) durchgefOhrt. Sequen- 
zierungsprodukte wurden mrt a-pSJ-dATP marWert 
und auf einem 6% Polyacrylamid / 8M Harnstoff 
Sequenzierungsgel aufgetrennt. Die GenBank-Daten 
wurden nach homologen Sequenzen mrt dem FASTA 
computer program [Pearson, W.R. &Mpman, DJ. (1988) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85. 2444-2448] abgesucht. 
Die Sequenz der vollstandigen h-sgk cDNA wurde mit 
Hitfe des I.MAG.E Consortium Gone ID 42669 von 
der TK3R/ATCC Special Collection of Human cDNA 
Clones gewonnen. Die Gendaten wurden mit Hitfe des 
European Molecular Biology Laboratory EMBL (Heidel- 
berg), dem BLAST network service und - fQr die Protein 
alignments - dem BLITZ server an der neuesten Aus- 
gabe der SwissProt protein database untersucht 

Nucleotidsequenz-Zugangsnummer: Die h-sgk 
cDNA-Sequenz wurde in die GenBank-Database unter 
der Zugangsnummer Y10032 eingegeben und bis zum 
I.MSrz 1997 gesperrt 

Ergebnisse 

Differentielle Genexpression in HepG2-Zellen in 
hypotoner, Isotoner und hypertoner extrazelluldrer 
Flusslgkeft: mRNA wurde von HepG2 Zellen isoliert. 
die fur 1 oder 2 Stunden mrt hypotoner (hypoton I: minus 
100 mosmol/l durch Entfernung von 50 mM Nad und 
hypoton II: minus 50 mosmol/l durch Entfernung von 25 
mM Nad im vergleich mit isotonem Kontroll medium), 
isotoner (mit gesamter Osmolarrtfit von 290 mosmol/l 
und einer NaCI - Kbnzerrtration von 114 mM) oder 
hypertoner (plus 50 mosmol/l durch Zugabe von 50 mM 
Raffinose) Medium vorbehandett wurden. Die mRNA 
wurde als Template for die RAP - PCR mit arbrtraren 
Primern verwendet Die Produkte der RAP - PCR wur- 
den auf denaturierten Polyacrytamid-Gelen aufgetragen 
und zum Vergleich in pa railed en Bahnen aufgetrennt. 
Mehrere Banden zeigten differentielle Expression bei 
Verwendung mehrerer Primer. Vier differentielle Ban- 
den der RAP-PCR Gele wurden wetter analysiert: Zwei 
erwiesen sich bei der folgenden Northern bot Analyse 
als falsch posrtiv, eine Bande wurde durch hypotone 
und hypertone Bedingungen gesteigert, aber ihre 
Sequenz zetgte keine Ahnlichkeit zu irgend einem bis- 
her bekannten Wonierten Gen. Eine Bande von etwa 
500 Basenpaaren zeigte eine zunehmende Expression 
mit zunehmender extrazelluiarer Osmolaritdt (hypoton I- 
hypoton II - rsoton - hyperton). Diese Bande wurde aus 
dem Gel gereinigt und mit Hitfe von Primer RAP-A4 
reamplif iziert Nach Markierung mit Digoxigenin durch 
PCR, wurden Northern Wots mit diesem Amplicon 
angefertigt urn die differentielle Expression in verschie- 
denen Zelipraparationen zu bestatigen, die fQr zwei 
Stunden mrt hypotonem I, isotonem und hypertonem 
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Medium vorbehandett word en waren. 

Ein einzeJnes Transcript von etwa 2.6 Kilobasen 
war in hohem Ma fie durch die Anderungen der extrazel- 
luiaren Osmolaritat beeinfluBt (Abb. 1). Die Transkript- 
menge wurde be Abnahme der OsmoJaritat gesenkt s 
und bei Zunahme der Osmolaritat gesteigert. 

KJonierung und Sequenzierung des differential! 
regullerten h-sgk Gens. Das 500 Basenpaare lange 
PCR-Produkt wurde in den PCR II Vektor subkioniert 
und eine neue Probe mit diesem Konstrukt erzeugt, um 10 
eine Wentitat zwischen dem ursprOnglichen und dem 
subWonierten DNA-Fragment nachzuweisen. Rehybri- 
disierung eines Northern blots mrt dieser Probe fuhrte 
zu identischen Ergebnissen wie die ursprungliche 
Probe. ZuJitzlich wurde eine Southern Wot - Analyse is 
mit dem neuen Konstrukt durchgefOhrt und mit dem 
ursprOnglichen Konstrukt hybridisiert. Einestarke Hybri- 
disierung nach zwei high stringency washes bestatigte 
die Wentitat der Sequenz. 

SequenzanaJysen in beide Richtungen zeigten (fie 20 
Anwesenhert der verwendeten Primer an beiden Serten 
des Amplicons. Eine Aminosauresequenz, die von 
einem Leserahmen der Nudeotidsequenz translatiert 
wurde, zetgte eine 95 %ige bentitat zur carboxytermi- 
nal n Aminosauresequenz der Ratten-sgk (serum and 25 
glucocorticoid regulated protein kinase), einem neuen 
Mitgfied der Serin/Threorun-Protemkinase Proteirrfami- 
li , das aus einer Ratten- Brustdrusen-Tumorzeilinie 
geWont wurde [Webster et al., Mol. Cell. Biol. 13, 2031- 
2040, 1993a]. Wegen der hohen Ahnfichkert wurde die 30 
Bezeichnung h-sgk (human-) fur das neue Protein 
gewahrt. 

Die Genbank-Database wurde auf ahnliche 
menschliche Sequenzen mit dem FASTA Computerpro- 
gramm durchsuchi Mehrere EST (Expressed 35 
Sequence Tags) DNA Sequenzen aus der TIGR/ATCC 
Special Collection of Human cDNA Clones zeigten 100 
% Sequenzubereinstirnrnmung mit Teilen der h-sgk 
cDNA Fragmente. Nach vieHachen alignments von 30 
verschiedenen TIGR/ATCC humanen cDNA Klonen mit 40 
der Ratten-sgk-cDNA-Sequenz (Genbank Zugangs- 
nummer L01624) und mit dem h-sgk DNA Fragment 
wurde angenommen, daB das I.MAG.E. Consortium 
Konstrukt mit dem Clone ID 42669 einer menschlichen 
Kinderhirn-Library die voilstdndige kodierende Sequenz 45 
der h-sgk aufweist Sequenzanalyse dieses Konstruk- 
tes mit Qbereinstimmenden Sequenzen in Sense- and 
Antisense-Richtung ergab eine cDNA Sequenz von 
etwa 2.4 Kilobasen. Um die Beteiligung der vol (standi- 
gen h-sgk nachzuweisen, wurde das 5* Ende des Klons so 
(Nucleotide 1 - 285 der kodierenden Sequenz) in den 
pCR II vector subkioniert und damrt eine neue Probe mit 
diesem Konstrukt erzeugt. Hybridisierung eines Nort- 
h m blots mit dieser Probe resuttierte in identischen 
Ergebnissen wie die ursprOnglichen Proben (Abb. 1). ss 
Der langste Leserahmen des urttersuchten Klons (1.3 
kb) ergab ein 43 1 - Aminosaure-Protein mit einer Identi- 
tat von insgesamt 98 % zu dem Ratten-sgk Protein. 
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Regulation der h-sgk Expression durch Ande- 
rungen der extrazelluldren Osmolaritat: Um den Ein- 
fluB von Anderungen der extrazelluiaren Osmolaritat 
auf die h-sgk-Transskriptmengen zu untersuchen, wur- 
den HepG2 Zellen unterschiedlich lang in hypotonem 
(190 moW). isotonem (290 mosmol/l) und hypertonem 
(390 mosmol/l) BME Medium ohne FCS inkubiert. Die 
h-sgk mRNA Kbnzentrationen nahmen binnen 60 min in 
hypertoner Losing stark zu. Der erste Anstieg war 
innerhalb von 30 Minuten erkennbar und erreichte ein 
Maximum innerhalb von zwei Stunden. Die Induktion 
der h-sgk folgt daher unmittelbar nach Anderung der 
Osmolaritat. Die Transsleiptkonzentrationen stiegen 
binnen 4 bis 8 Stunden in hypertonem extrazelluiaren 
BME-Mecfium welter an, und fielen dann allmahlich wie- 
der innerhalb der folgenden 16 bis 24 Stunden auf die 
AusgangskDnzentrationen ab. Andererseits fielen cfie h- 
sgk-Transskriptkonzentrationen in hypotoner extrazel- 
luliarer Losung schneil ab, wobei der Abfall bereits nach 
30 Minuten erkennbar war und ein Maximum innerhalb 
von zwei Stunden erreicht wurde. 

Unterschiedliche Osmolaritaten (140, 190, 240, 
290. 340. 390 und 440 mosmol/l) zeigten binnen zwei 
Stunden unterschiedliche Expressionen der h-sgk. 
Uber dem gesamten Bereich war eine steile Korrdation 
der h-sgk Expression mit der extrazelluiaren Osmolari- 
tat nachweisbar. Eine 30%ige Zunahme der Osmolaritat 
ging in etwa mrt einer Verdrerfachung der Kinaseexpres- 
ston einher. Eine Zunahme der Osmolaritat von 290 auf 
340 mosmoW, und eine Abnahme der Konzentration 
von 290 auf 240 mosmol/l induzierten signrfikarrte 
Anderungen der h-sgk Expression. Der transskriptjo- 
nelle Kontrollmechanismus reagiert also offenbar sehr 
empf indlich auf Anderungen der Osmolaritat. Die Induk- 
tion der h-sgk-RNA war unabhangig von einer de novo 
Proteinsynthese. Der Anstieg der Transskriptkonzentra- 
tion in hypertonem BME Medium ist in Anwesenhert des 
Proteinsynthesehemmers Cycloheximid (10fig/ml ) grO- 
Ber als in Abwesenhert des Hemmstoffes. 

Die schnelle Abnahme der h-sgk Transskriptkon- 
zentrationen gleich nach Senkung der extrazelluiaren 
Osmolaritat legt eine kurze Habwertszert der h-sgk- 
mRNA nahe. Um die Abnahmerate der h-sgk Trans- 
aiptkonzentrationen zu untersuchen, wurden HepG2 
Zellen fur zwei Stunden mit hypertonem Medium (390 
mosmol/l) behandelt um einen maximal en Anstieg der 
h-sgk Trr^^ptkonzentrationen zu erzielen. Dann 
wurde ein Teil der Zellen dem RNA-Polymerasehemmer 
Actinomydn D (5ug/ml) ausgesetzt, der and ere Teil der 
Zellen hypotonem Medium (190 mosmol/l). Nach ver- 
schiedenen Zertpunkten wurde RNA prdpariert und die 
Transskriptkonzentrationen der beiden Zeilgruppen ver- 
giichen. Actinornycin D Behandlung fQhrte zu einem 
schnellen Abfall der h-sgk Transskriptkonzentrationen 
mrt einer geschatzten Halbwertszert von etwa 30 Minu- 
ten. Behandlung der Zellen mit hypotonem extrazelluia- 
ren Medium fQhrte zu einem gleichermaBen schnellen 
Abfall der Tr^sskrrptkonzerttrationen. 
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Regulation der h-sgk Transskrlptkonzentratio- 
nen durch isotone Zellvolumen-Anderugen. Urn zwi- 
schen den Wirkungen von Anderungen des 
Zellvolumens, der lonenstarke und der Osmoiaritat 
unterscheiden zu kOnnen, wurde das Zellvolumen 5 
durch zwei verschiedene Method en bei gleichbleiben- 
der lonenstarke und Osmoiaritat manipullert. Binnen 
zwei Stunden isotoner Zellschrumpfung durch Hem- 
mung des NaCl/KCI- Kotransporters und des Na+ /H+ - 
Austauschers mit Bumetanid und 3-Methy1sulfonyM-(1 - 10 
pipericfi no) -benzoyig uan idi n (EP-0 416 499) war cfie 
Expression der h-sgk gesteigert, eine Wirkung, cfie 
durch zusatzliche Zunahme der extrazellularen Osmo- 
iaritat noch verstarkt wurde. Zellschwellung durch 
Angebot von verschiedenen Aminosauren (Amino- 15 
sflure-Mischung von 1x BME Aminosauren, 
GIBCO/BRL) fuhrte umgekehrt binnen zwei Stunden zu 
einem Abfall der h-sgk-Transskript-Konzentrationen. Es 
ist also das Zellvolumen, nicht die Osmoiaritat oder die 
lonenstarke, welches die Expression der h-sgk regu- 20 
lierl 

Urn zu prufen, ob die Expression der h-sgk in 
HepG2 Zellen, ahnlich wie (fie der Ratten-sgk in Brust- 
drusentumorzellen [Webster, M.K. (1993) Mol. Cell. 
Biol. 1 3, 2031-2040.] durch QixxcorticokJe Oder fdtales 25 
Kaiberserum (FCS) reguliert wird, wurden HepG2 Zel- 
len mit Dexamethason (1^M) oder mit FCS (10 %) fOr 
zwei bis 12 Stunden inkubiert. In Northern blots konrrte 
kein EinfluB von Qucocorticoiden oder FCS auf (fie 
Transskript- Konzentrationen von h-sgk in HepG2-Zellen 30 
gefunden. 

Regulation der sgk Transskrf ptkonzentratlonen 
durch die extrazelluldre Osmolarrtirt in Madin Darby 
Canine Kidney (MDCK) Zellen. Urn zu prufen, ob cfie 
beobachtete ZelfvoJurnen-Abhangigkeit der Expression 3S 
von h-sgk eine Besonderheit der HepG2-Zellen ist, wur- 
den die Hunde-NierenepithelzeJIen MDCK fOr zwei 
Stunden hypotonem (190 mosmol/l) und hypertonem 
(390 mosmol/l) BME Medium ausgesetzt. h-sgk-Trans- 
skripte mit einer Lange von etwa 2.6 Kilobasen konnten 40 
auch nach mehreren High-Stringency-Waschschritten 
mit 0.5 x SSC (standard saline citrate) bei 65 °C nach- 
gewiesen werden, ein Hinweis auf hohe Sequenzhomo- 
logie der sgk-Gene zwischen verschiedenen Species. 
Anderungen der extrazellularen Osmoiaritat ubten in 45 
MDCK-Zellen einen ahnlichen EinfluB auf die Trans- 
skripttonzerrtrationen aus wie in HepG2-Zelien. 

GewebsspezHische Expression der h-sgk. Ein 
vorgefertigter Multiple Tissue Northern Blot (CLON- 
TECH, Heidelberg, Germany) wurde mit der h-sgk DNA 50 
Probe untersucht. Die h-sgk Expression zeigt eine 
gewisse Gewebsspezifitat, mit hOchster Expression in 
Pancreas, Leber, und Herzmuskel. Eine etwas gerin- 
gere Expression zeigt sich in Placenta, Lunge und Ske- 
lettmuskel. Niedrige aber erkennbare Expressionen 55 
finden sich in Gehirn und Niere. In menschlichem 
Gehir ngewebe ist die Expression in der substantia nigra 
und dem corpus callosum am hOchsten, in den corpora 
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amygdala, Hippocampus, nucleus caudatus und 
nucleus subthalamicus durchschnittlich und im Thala- 
mus am geringsten. Inter essanterweise wurde ein zwei- 
tes Transskript von 7 Kilobasen in fast alien Geweben 
gefunden, mit hOchster Expression im Pancreas. Die- 
ses Transskript ist mOglicherweise eine wertere h-sgk- 
mRNA durch alternatives splicing oder ein zur h-sgk 
homologes Gen. Das 7 Kilobasen-Transcrpt war in 
HepG2 Northern blots nicht gefunden worden. 

Regulation der h-sgk Expression durch Harn- 
stoff: Die h-sgk-Expression ist durch die Anwesenheit 
von Harnstoff im Extrazelluiarraum unterdruckt. Die 
Expression der h-sgk war bei 50mmol/l Harnstoff mas- 
sig, bei 100 mmol/l Harnstoff massrv eingeschrankt. 

Diskussion 

Die h-sgK ein humanes Gen, dessen Transskript- 
ion durch Anderungen des Zellvolumens reguliert wird, 
kodiert fOr eine putative SerirvThreonin-Proteinkinase 
mit hoher Sequenzhomologie zu Ratten-sgk, die kurz- 
lich als Serum- und Glucocortcoid-reguliertes Gen von 
Ratten- Brustdrusen-Tumorzellen, als Lasions-induzier- 
tes Gen nach ZNS- Ldsionen im Rattenhim [Imaizumi et 
al., Mol. Brain Res. 26. 189-196. 1994] und als Testo- 
steron- und Follikel-stimulierendes Hormon- induziertes 
Gen in Granulosa -Zellen des Ratten-Ovars [Richards et 
al.. Recent Prog. Horm. Res. 50, 223-254, 1995] 
beschrieben wurde. Das 49 kD h-sgk Protein zeigt 
annahernd 98 % Homoiogie mit dem Ratten sgk Protein 
mit weitgehend konservativen Arrrinosaureaustau- 
schen. Es weist etwa 50% Homoiogie in seiner kataJyti- 
schen Domane mit mehreren Kinasen der "second 
messenger Familie auf, wie rac Protem-kinase, Protein 
kinase C, rbosomale protein S6 kinase, and cAMP- 
abhangige Protein kinase [Webster et al., (1993b) J. 
Biol. Chem. 268. 11482-1 1485. Webster et al., (1993a) 
Mol. Cell. Biol. 13, 2031-2040]. 

Der Expressionsgrad des 2.6 Kilobasen h-sgk Tran- 
skripts in HepG2 Zellen wird in hohem Ma Be durch 
Anderungen der extrazellularen Osmoiaritat beeinf luBt. 
Gesteigerte Transkript-Kbnzentrationen konnten binnen 
30 Minuten nach Zunahme der extrazellularen Osmoia- 
ritat gefunden werden. Diese Induktion war unabhangig 
von einer de novo Protein-Synthese. Die Transkriptkon- 
zentrationen sinken binnen 30 Minuten nach Senkung 
der extrazellularen Osmoiaritat Der Abfall war gleicher- 
massen schnell wie der Abfall nach Hemmung der Tran- 
skription durch Aktinomycin D. 

Zelfvolumenanderungen beeinf lussen demnach die 
Transskriptionsrate von h-sgk. Die herabgesetzte h-sgk 
Transskriptionsrate nach osmotischer Zellschwellung 
und die kurze Halbwertszert gewdhrietsten eine 
schneile und effiziente Regulation der Transskript-Kbn- 
zentrationen von h-sgk RNA in HepG2 Zellen. 

Isosmotische Anderungen des Zellvolumens beein- 
f lussen gleichermassen die h-sgk-Expression. Zell- 
schrumpfung wurde durch Hemmung der wesentlichen 
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lonentransportmechanismen Na + / H* -Austauscher 
und NaCI / KCI - Cotransporter durch deren spezif ische 
Blocker 3-Methyisulfonyl-4-(1 -piperidino)-benzoy1guani- 
din (EP-0 416 499) und Bumetanid erreicht Zellschwel- 
lung wurde durch die Zugabe von Aminosauren und die s 
folgende hepatozellulare Akkumulierung der Aminosau- 
ren uber Na + - abhdngige Anrinosauretransporter wie 
etwa System A, N, und ASC bewirkt. Die Transskrpt- 
konzentrationen korrelierten rrrit dem Zellvolumen, nicht 
mrt der Osmofaritat. 10 

Nach langanhaltender osmotischer Zellschrump- 
fung nahmen die Transskriptkonzerrtrationen innerhalb 
der ersten halben Stunde steil zu und blieben dann fur 
8 Stunden erhOht, bevor ste wieder allmahlich abnah- 
men. Diese langanhaltende Zunahme ste^.t im schein- is 
baren Widerspruch zum schnellen Zeitgang der 
Zellvolumenregulation. Osmotisch geschrumpfte oder 
geschwdlene Leberzellen regulieren ihr Zellvolumen 
jedoch nicht vdlig, sondern Weben nach der schnellen 
Phase der Vbtumenregulation noch massig 20 
geschrumpft bzw. geschwollen [Haussinger et al.,. 
(1994) Am. J. Physiol. 267, E343-E355]. 

Die verbleibenden Zelivolurnenanderjngen kOnn- 
ten fQr die veranderte Expression der h-sgk verantwort- 
lich sein. 2s 

Neben dem Zellvolumen sebst ubt Hamstoff einen 
massiven EinfluB auf die Expression der h-sgk aus. 
Hamstoff ubt erne destabilisierende Wirkung auf Pro- 
teine aus und imitiert auf diese Weise die Wirkung einer 
Zellschwellung. Die h-sgk ware somit ein Sensor der 30 
ProtetnstabilHat bzw. der Packungsdichte der zellularen 
MakromolekOle. Die destabilisierende Wirkung von 
Hamstoff wird durch die Bildung von Trimethylaminen 
abgeschwacht, wodurch wahrscheinlich die destabili- 
sierende Wirkung von Hamstoff bei Niereninsuffizienz 35 
abgeschwacht wird. 

Die zelluldren Wirkungen der h-sgk stnd noch unsi- 
cher. Insbesondere laBt sich derzert noch nicht mrt 
Sicherhert feststellen, ob die Wirkungen der h-sgk eine 
Rolle fur die Zellvolumenregulation spielen. Fur einen m 
Einsatz der h-sgk als Diagnostikum ist die Wirkung der 
h-sgk jedoch belanglos. 

Trotz der auffaiiigen Sequenzhomologie zur Ratten- 
sgk konnten wir keine Parallelen zur Regulation der 
Ratten-sgk feststellen. Weder Serum (FCS) noch Glu- as 
cocorticode (Dexamethason), die beide in Ratten - 
BrustdrOsen-Tumorzellen einen starken EinfluB auf die 
sgk Transcription gezeigt hatten, beeinfluBten die 
Expression von h-sgk in HepG2 Zellen. In den verschie- 
denen Zelhypen scheinen daher unterschiedliche h-sgk so 
Promotersequenzen die Expression des Proteins zu 
regulieren. Es ist also denkbar, daB die Expression der 
h-sgk nicht ausschlieBlich durch das Zellvolumen bzw. 
die Packungsdichte reguliert wird. Eine Zelfvoiumen- 
Abhangigkeit der h-sgk Expression konnten wir auch in ss 
Niereneprthelzellen (MDCK) und in Makrophagen nach- 
weisen. Die Zellvdumenabhangigkert der h-sgk- 
Expression ist also kein Besonderhert der HepG2 Zel- 



len. Die h-sgk SllanWerenden Sequenzen in den ver- 
schiedenen Zellen konnten die regulierenden Elemente 
aufdecken, die fur die unterschiedlioche Expression der 
sgk Transskripte verantwortlich sind. Wie die frOher 
beschriebene Glucocorticoid- und Serum induzierte 
Expression von sgk in der Ratte benOtigt die Zellvolu- 
men induzierte Expression d r h-sgk RNAnur 30 Minu- 
ten. Die Hatowertszeit der h-sgk Transskrpte in HepG2 
Zellen ist mit 30 Minuten ebenso kurz wie die sgk Halb- 
wertszert in Ratten-BrustdrOsentumorzellen, wie die 
Experimente mit dem RNA-Polymerasehemmer Actino- 
mycin D zeigen. 

Das h-sgk-Transskript wird in alien bisher unter- 
suchten menschlichen Geweben exprimiert Besonders 
noch ist die Expression in Pancreas und Leber, mOgli- 
cherwetse aufgrund der spezialtsierten Eprtheifunktion 
dieser Gewebe. 

Proteinphosphorylierung ist ein schneller und 
reversibler Mechanismus, um Signale aus dem Extra- 
zelluiarraum in die Anderungen von einer Vielzahl von 
ZelHunktionen umzusetzen. Die h-sgk-Proteinkinase 
kOnnte durch Phosphoryiierung spezif ischer Proteine 
einen 7eil der zellvolumenregulatorischen Mechanis- 
men auslOsen und ein bisher unbekarmtes Bindeglied 
zwischen zelluldrer Hydratation und Zellfunktion dar- 
stellen. 

Beispiele: 

1. Durchfuhrung der Northern Hybridisierurtgen: 

10-20 mg Gesamt-RNA bzw. 1-2 mg poiy(A)-RNA 
wurden elektrophorefech in etnem 1%igen Agarosegel 
in Gegenwart von 2.2M FormaJdehyd aufgetrennt. Der 
Transfer auf eine posrtiv gefadene Nylonmembran 
erfblgte mit Hihfe eines vacuum Blotters mit 10x SSC als 
Transferpuffer fOr einen Zertraum von zwei Stunden. 
AnschlieBend wurde die RNA durch UV-Bestrahlung mit 
kontrollierter Leistung kovalent an die Membran quer- 
vernetzi Die Hybridisierung der spezHischen Sonde 
(25ng/ml) wurde bei 50°C Ober Nacht durchgefQhrt in 
einem speziell fur den Zweck der nichtradioaktiven 
Hybridisierung entwickelten Puffer (DIG Easy Hyb. 
BOEHRINGER;. Die dabei verwendete Sonde wurde 
mittels der Polymerasen Ketten Reaktion aus dem 
3*Ende der kodierenden Sequenz der betreffenden h- 
sgk (Nucleotid 980-1480) amplrfiziert und gleichzertig 
durch EinschluB von DIG-dUTP im Reaktionspuffer 
markiert Nach zweimaligem Waschen der Blots in 2x 
SSC bei Raumtemperatur und in 0.5x SSC bei 65°C 
erfblgte die Detektion der markierten Sonde durch 
einen ELISA mit einem Anti-Digoxigenin AntikOrper, 
dessen angekoppelte alkalische Phosphatase eine 
Chemofumineszenzreaktion in CDP-Star (BOEHRIN- 
GER) erzeugte. die autoradiographisch festgehatten 
wurde (durchschnrttliche Expositionszert ca. zwei Minu- 
ten). 
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2. Western Blot Analyse: 

Details zur Antikdrperherstellung: Zur tmmuni- 
sierung der Kaninchen wurden zwei Peptide aus der h- 
sgk-Aminosdurensequenz verwendet: Pos.386-Po6.404 s 
(DPEFTEEPVPNSIGKSPDS), Pos.416-Pos.431 
(EAFLGFSYAPPTD SFL). Beide Peptide wurden mit 
KLH bzw. mit MAP als Carrier konjugiert und mit tom- 
plettem bzw. inkomplettem Freund schen Adjuvans 
irttracutan injiziert Das Injekfions- und Blutungsproto- w 
toll folgte den Stendardvorschrrften. Die Immunseren 
wurden atTinitatschromatographisch gereinigt, und die 
ArrtikOrpeffraktionen wurden bei einer Konzentration 
von ca. 1 mg/ml aufgefangen und verwendet. 

Immunobiot-Analyse: Ca. 60mg zellulares is 
Qesamtprotein wurden elektrophoretisch durch ein 
SDS-7.5% Polyacryfamid Gel fraktioniert und auf eine 
Nitrozellulose-Membran transferiert. Die Membranen 
wurden Ober Nacht in 3% BSA - 5% Trockenmilch - 

0. 06. Tween 20 in PBS WocWert. Primarer (affinitats- 20 
gereinigter arrti-h-sgk) und sekundarer (hcrseradish- 
Per oxidase konjugierter goat anti-rabbit IgG, Bio-Rad) 
wurden fOr je eine Stunde bei Raumtemperatur in 3% 
BSA-0.06% Tween in PBS inkubiert. Fur die Immunode- 
tektion wurde ein Enhanced Chemolumi neszenz Kit 25 
(ECU Amersham) verwendet 

3. In Situ-Hybridisierung: 

15 mm Gefrierschnitte wurden fur 20 Minuten in 30 
Rxmaldehyd 4% nachf ixiert, gefolgt von zwei Wasch- 
schritten in 100mM Phosphatpuffer pH 72 von jeweOs 5 
Minuten. Nach einer Proteinase K Behandlung 
(1mg/100mi) folgte eine 10 minOtige Inkubation in 0.1M 
Triethanoiamin / 0.225% Essigsaure. Erneut wurde mit 35 
100 mM Phosphatpuffer gewaschen und die Schnitie in 
einer autsteigenden Alkoholreihe entwassert. Die 
Prahybridisierung ertblgte bei 50 °C im Hybridisierungs- 
puffer, die Hybridisierung wurde Qber Nacht durchge- 
fuhrt. Die verwendet e Sonde entspricht der Sonde, die 40 
bei den Northern Blots beschrieben wurde. Die Detec- 
tion erfogte durch enzymatische Spartung einer X- 
PhosphatOsung, katalysiert durch eine anti-digoxi- 
genin-antikOrper-gekrjpperte alkalische Phosphatase. 

45 

Pat entansp ruche 

1. NuWeinsaure, kodierend fur die humane zeltvolu- 
menregulierte Kinase h-sgk mit derAminosflurese- 
quenz gemaB Rg. 2. so 

2. NuWeinsaure mil der NuWeotidsequenz gemaB Rg. 
1. 

3. NuWeinsaure, die mit der NuWeinsaure gemaB ss 
Anspruch 1 Oder 2 unter stringerrten Bedingungen 
hybridisiert und die fOr eine funktionell aktive zellvo- 
lumenreguiierte Kinase kodiert, deren Transskript- 



ion weder mit total em Kalberserum (FCS) noch 
einem Glucocorticoid induzierbar ist. 

4. NuWeinsaure, die mit der NuWeinsaure gemaB 
Anspruch 1 oder 2 unter stringerrten Bedingungen 
hybridisiert und die fur eine funktionell aktive zellvo- 
lumenregulierte Kinase kodiert welche nicht iden- 
tjsch ist mit der Ratten-sgk. 

5. NuWeinsauretragmente, errthaftend ungefahr den 
Bereich von NuWeotid Position 980 bis 1480 der 
NuWeinsaure gemaB Anspruch 1 oder 2. 

6. NuWeinsaurefragmerrte, kodierend fur immunolo- 
gisch aktive Fragmente der human en zelrvaumen- 

gulierten Kinase h-sgk. 

7. NuWeinsaurefragmerrte gemaB Anspruch 6, kodie- 
rend fOr Fragmente mit mindestens einer der tbl- 
genden Ami nosaureseq uenzen : 

DPEFTEEPVPNSIGKSPDS (1 ) 
EAFLGFSYAPPTDSFL (2) 

8. Humane zellvolumenreguiierte Kinase h-sgk oder 
Fragmente davon, erhaltiich durch rekombinante 
Expression der NuWeinsaure gemaB einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 7. 

9. Humane zellvolumenreguiierte Kinase h-sgk mit 
der Aminosauresequenz gemaB Rg. 2. 

10. Immunogenes Peptid mit mindestens einer der tbl- 
genden Aminosaureseq uenzen : 

DPEFTEEPVPNSIGKSPDS (1) 
EAFLGFSYAPPTDSFL (2) 

11. Rezeptoren, die spezrfisch an cfie humane zellvolu- 
menreguiierte Kinase h-sgk gemaB Anspruch 8 
oder 9 binden. 

12. Rezeptoren gemaB Anspruch 11, dadurchgekenn- 
zeichnet, daB sie monoWonale oder polyWonale 
AntikArper sind. 

13. Verwendung der NuWeinsaure gemaB einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 7 oder eines Frag- 
ments dieser NuWeinsaure zum Nachweis einer fbr 
die humane zellvolumenreguiierte Kinase h-sgk 
kodierenden NuWeinsaure. 

14. Verwendung der NuWeinsaure gemaB einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 7 oder eines Frag- 
ments dieser NuWeinsaure zum Nachweis einer for 
cfie humane zellvolumenreguiierte Kinase h-sgk 
kodierenden NuWeinsaure im Northern blot oder 
durch Hybridisi rung. 
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15. Verwendung der humanen zellvolumenregulierten 
Kinase h-sgk gemaB einem der AnsprOche 8 Oder 9 
Oder eines Peptids gemaB Anspruch 1 0 zum Nach- 
weis von Rezeptoren, welche an die h-sgk binden. 

5 

16. Verwendung von Rezeptoren gemaB einem der 
AnsprOche 1 1 Oder 12 zum quafitativen Oder quan- 
titativen Nachweis der humanen zellvolumenregu- 
lierten Kinase h-sgk. 

w 

17. Verwendung gemaB Anspruch 16. beinhaftend ein 
immunchemisches Verfahren. 

18. Verfahren zur Herstellung von polyWonale oder 
monoWonaJen AntikOrpern, daciurch gekenn- is 
zeichnet daB mine tens eines der Peptide gemaB 
Anspruch 10 zur Immunisierung von Versuchstie- 

ren verwendet wird. 

19. Verwendung der NuMeinsaure gemaB einem Oder 20 
mehreren der AnsprOche 1 bis 4 oder eines Frag- 
ments gemaB einem oder mehreren der AnsprOche 

5 bis 7 oder der humanen zellvolumenregulierten 
Kinase h-sgk gemaB Anspruch 8 oder 9 oder der 
Peptide gemaB Anspruch 10 zum Nachweis von 25 
Zellvolumenanderungen. 

20. Arzneimittel. enthattend die NuMeinsaure gemaB 
einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 4 oder 

ein Fragment gemaB einem oder mehreren der 30 
AnsprOche 5 bis 7 oder die humane zellvolumenre- 
gulierte Kinase h-sgk gemaB einem oder mehreren 
der AnsprOche 8 und 9 oder ein Peptid gemaB 
Anspruch 10 oder Rezeptoren gemaB einem oder 
mehreren der AnsprOche 1 1 und 12. as 
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Fig.1 

SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID MO: 1: 



CACGAGGGAG CGCTAACGTC TTTCTGTCTC CCCGCGGTGG TG ATG ACG GTG AAA 

Met Thr Val Lys 
1 

ACT GAG GCT GCT AAG GGC ACC CTC ACT TAC TCC AGG ATG AGG GGC ATG 
Thr Glu Ala Ala Lys Gly Thr Leu Thr Tyr Sc_ Ar Arg Gly Met 

S 10 15 20 

GTG GCA ATT CTC ATC GCT TTC ATG AAG CAG AGG AGG ATG GGT CTG AAC 
Val Ala He Leu He Ala Phe Met Lys Gin Arg Arg Met Gly Leu Asn 
25 30 35 

GAC TTT ATT CAG AAG ATT GCC AAT AAC TCC TAT GCA TGC AAA CAC CCT 
Asp Phe He Gin Lys He Ala Asn Asn Ser Tyr Ala Cys Lys His Pro 
40 45 50 

GAA GTT CAG TCC ATC TTG AAG ATC TCC CAA CCT CAG GAG CCT GAG CTT 
Glu Val Gin Ser He Leu Lys He Ser Gin Pro Gin Glu Pro Glu Leu 
55 60 65 

ATG AAT GCC AAC CCT TCT CCT CCA CCA AGT CCT TCT CAG CAA ATC AAC 
Met Asn Ala Asn Pro Ser Pro Pro Pro Ser Pro Ser Gin Gin lie Asn 
70 75 80 

CTT GGC CCG TOG TCC AAT CCT CAT GCT AAA CCA TCT GAC TTT CAC TTC 
Leu Gly Pro Ser Ser Asn Pro His Ala Lys Pro Ser Asp Phe His Phe 
85 90 95 100 

TTG AAA GTG ATC GGA AAG GGC AGT TTT GGA AAG GTT CTT CTA GCA AGA 
Leu Lys Val He Gly Lys Gly Ser Phe Gly Lys Val Leu Leu Ala Arg 
105 110 115 

CAC AAG GCA GAA GAA GTG TTC TAT GCA GTC AAA GTT TTA CAG AAG AAA 
His Lys Ala Glu Glu Val Phe Tyr Ala Val Lys Val Leu Gin Lys Lys 
120 125 130 

GCA ATC CTG AAA AAG AAA GAG GAG AAG CAT ATT ATG TCG GAG CGG AAT 
Ala He Leu Lys Lys Lys Glu Glu Lys His He Met Ser Glu Arg Asn 
135 140 145 

GTT CTG TTG AAG AAT GTG AAG CAC CCT TTC CTG GTG GGC CTT CAC TTC 
Val Leu Leu Lys Asn Val Lys His Pro Phe Leu Val Gly Leu His Phe 
150 155 160 

TCT TTC CAG ACT GCT GAC AAA TTG TAC TTT GTC CTA GAC TAC ATT AAT 
Ser Phe Gin Thr Ala Asp Lys Leu Tyr Phe Val Leu Asp Tyr He Asn 
165 170 175 180 

GGT GGA GAG TTG TTC TAC CAT CTC CAG AGG GAA CGC TGC TTC CTG GAA 
Gly Gly Glu Leu Phe Tyr His Leu Gin Arg Glu Arg Cys Phe Leu Glu 
185 190 195 
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CCA CGG GCT CGT TTC TAT GCT GCT GAA ATA GCC AGT GCC TTG GGC TAC 678 
Pro Arg Ala Arg Phe Tyr Ala Ala Glu lie Ala Ser Ala Leu Gly Tyr 
200 205 210 

CTG CAT TCA CTG AAC ATC GTT TAT AGA GAC TTA AAA CCA GAG AAT ATT 726 
Leu His Ser Leu Asn lie Val Tyr Arg Asp Leu Lys Pro Glu Asn lie 
215 220 225 

TTG CTA GAT TCA CAG GGA CAC ATT GTC CTT ACT GAT TTC GGA CTC TGC 774 
Leu Leu Asp Ser Gin Gly His lie Val Leu Thr Asp Phe Gly Leu Cys 
230 235 240 

AAG GAG AAL ...i' GAA CAC AAC AGC ACA ACA TCC ACC TTC V"7 ~0C ACG 822 
Lys Glu Asn lie Glu His Asn Ser Thr Thr Ser Thr Phe Cys Gly Thr 
245 250 255 260 

CCG GAG TAT CTC GGA CCT GAG GTG CTT CAT AAG CAG CCT TAT GAC AGG 870 
Pro Glu Tyr Leu Ala Pro Glu Val Leu His Lys Gin Pro Tyr Asp Arg 
265 270 275 

ACT GTG GAC TGG TGG TGC CTG GGA GCT GTC TTG TAT GAG ATG CTG TAT 918 
Thr Val Asp Trp Trp Cys Leu Gly Ala Val Leu Tyr Glu Met Leu Tyr 
280 285 290 

GGC CTG CCG CCT TTT TAT AGC GGA AAC ACA GCT GAA ATG TAC GAC AAC 966 
Gly Leu Pro Pro Phe Tyr Ser Arg Asn Thr Ala Glu Met Tyr Asp Asn 
295 300 305 

ATT CTG AAC AAG CCT CTC CAG CTG AAA CCA AAT ATT ACA AAT TCC GGA 1014 
lie Leu Asn Lys Pro Leu Gin Leu Lys Pro Asn lie Thr Asn Ser Ala 
310 315 320 

AGA CAC CTC CTG GAG GGC CTC CTG CAG AAG GAC AGG ACA AAG CGG CTC 1062 
Arg His Leu Leu Glu Gly Leu Leu Gin Lys Asp Arg Thr Lys Arg Leu 
325 330 335 340 

GGG GCC AAG GAT GAC TTC ATG GAG ATT AAG AGT CAT GTC TTC TTC TCC 1110 
Gly Ala Lys Asp Asp Phe Met Glu lie Lys Ser His Val Phe Phe Ser 
345 350 355 

TTA ATT AAC TGG GAT GAT CTC ATT AAT AAG AAG ATT ACT CCC CCT TTT 1158 
Leu He Asn Trp Asp Asp Leu He Asn Lys Lys He Thr Pro Pro Phe 
360 365 370 

AAC CCA AAT GTG AGT GGG CCC AAC GAG CTA CGG CAC TTT GAC CCC GAG 1206 
Asn Pro Asn Val Ser Gly Pro Asn Glu Leu Arg His Phe Asp Pro Glu 
375 380 3B5 

TTT ACC GAA GAG CCT GTC CCC AAC TCC ATT GGC AAG TCC CCT GAC AGC 1254 
Phe Thr Glu Glu Pro Val Pro Asn Ser He Gly Lys Ser Pro Asp Ser 
390 395 400 

GTC CTC GTC ACA GCC AGC GTC AAG GAA GCT GCC GAG GCT TTC CTA GGC 1302 
Val Leu Val Thr Ala Ser Val Lys Glu Ala Ala Glu Ala Phe Leu Gly 
405 410 415 420 

TTT TCC TAT GCG CCT CCC ACG GAC TCT TTC CTC TGAACCCTGT TAGGGCTTGG 1355 
Phe Ser Tyr Ala Pro Pro Thr Asp Ser Phe Leu 
425 430 
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TTTTAAAGGA TTTTATGTGT GTTTCCGAAT GTTTTAGTTA GCCTTTTGGT GGAGCCGCCA 1415 

GCTGACAGGA CATCTTACAA GAGAATTTGC ACATCTCTGG AAGCTTAGCA ATCTTATTGC 1475 

ACACTGTTCG CTGGAATTTT TTGAAGAGCA CATTCTCCTC AGTCAGCTCA TGAGGTTTTC 1535 

ATTTTTATTC TTCCTTCCAA CGTGGTGCTA TCTCTGAAAC GAGCGTTAGA GTGCCGCCTT 1595 

AGACGGAGGC AGGAGTTTCG TTAGAAAGCG GACCTGTTCT AAAAAAGGTC TCCTGCAGAT 1655 

CTGTCTGGGC TGTGATGACG AATATTATGA AATGTGCCTT TTCTGAAGAG ATTGTGTTAG 1715 

CTCCAAAGCT TTTCCTATCG CAGTGTTTCA GTTCTTTATT TTCCCTTGTG GATATGCTGT 1775 

GTGAACCGTC GTGTGAGTGT GGTATGCCTG ATCACAGATG GATTTTGTTA TAAGCATCAA 1835 

TGTGACACTT GCAGGACACT ACAACGTGGG ACATTGTTTG TTTCTTCCAT ATTTGGAAGA 1895 

TAAATTTATG TGTAGACTTT TTTGTAAGAT ACGGTTAATA ACTAAAATTT ATTGAAATGG 1955 

TCTTCCAATO ACTCGTATTC AGATGCCTAA AGAAAGGATT GCTGCTACAA ATATTTCTAT 2015 

TTTTAGAAAG GGTTTTTATG GACCAATGCC CCAGTTGTCA GTCAGAGCCG TTQGTGTTTT 2075 

TCATTGTTTA AAATGTCACC TCTAAAATGG GCATTATTTA TGTTTTTTTT TTTGCATTCC 2135 

TCATAATTGT ATGTATTGTA TAAAGAACGT CTGTACATTG GGTTATAACA CTAGTATATT 2195 

TAAACTTACA GGCTTATTTX3 TAATCTAAAC CACCATTTTA ATGTACTGTA ATTAACATGG 2255 

TTATAATAOG TACAATCCTT CCCTCATCCC ATCACACAAC TTTTTTTGTG TGTGATAAAC 2315 

TGATTTTGGT TTGCAATAAA ACCTTGAAAA ATAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAA 2370 
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Rg. 2 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Thr Val Lys Thr Glu Ala Ala Lys Gly Thr Leu Thr Tyr Ser Arg 
15 10 is 

Met Arg Gly Met Val Ala He Leu He Ala Phe Met Lys Gin Arg Arg 
20 25 30 

Met Gly Leu Asn Asp Phe He Gin Lys lie Ala Asn Asn Ser Tyr Ala 
35 40 45 

Cys Lys His Pro Glu Val Gin Ser He Leu Lys He Ser Gin Pro Gin 
50 55 60 

Glu Pro Glu Leu Met Asn Ala Asn Pro Ser Pro Pro Pro Ser Pro Ser 
65 70 75 80 

Gin Gin He Asn Leu Gly Pro Ser Ser Asn Pro His Ala Lys Pro Ser 
85 90 95 

Asp Phe His Phe Leu Lys Val He Gly Lys Gly Ser Phe Gly Lys Val 
100 105 HO 

Leu Leu Ala Arg His Lys Ala Glu Glu Val Phe Tyr Ala Val Lys Val 
115 120 125 

Leu Gin Lys Lys Ala He Leu Lys Lys Lys Glu Glu Lys His He Met 
130 135 140 

Ser Glu Arg Asn Val Leu Leu Lys Asn Val Lys His Pro Phe Leu Val 
1*5 ISO 155 160 

Gly Leu His Phe Ser Phe Gin Thr Ala Asp Lys Leu Tyr Phe Val Leu 
165 170 175 

Asp Tyr He Asn Gly Gly Glu Leu Phe Tyr His Leu Gin Arg Glu Arg 
180 185 190 

Cys Phe Leu Glu Pro Arg Ala Arg Phe Tyr Ala Ala Glu He Ala Ser 
195 200 205 

Ala Leu Gly Tyr Leu His Ser Leu Asn He Val Tyr Arg Asp Leu Lys 
210 215 220 

Pro Glu Asn He Leu Leu Asp Ser Gin Gly V.M^Zle Val Leu Thr Asp 
225 230 235 240 

Phe Gly Leu Cys Lys Glu Asn He Glu His Asn Ser Thr Thr Ser Thr 
24S 250 255 

Phe Cys Gly Thr Pro Glu Tyr Leu Ala Pro Glu Val Leu His Lys Gin 
260 265 270 

Pro Tyr Asp Arg Thr Val Asp Trp Trp Cys Leu Gly Ala Val Leu Tyr 
275 280 285 
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Glu Met Leu Tyr Gly Leu Pro Pro Phe Tyr Ser Arg Asn Thr Ala Glu 
290 295 300 

Met Tyr Asp Asn lie Leu Asn Lys Pro Leu Gin Leu Lys pro Asn lie 
305 310 315 320 

Thr Asn Ser Ala Arg His Leu Leu Glu Gly Leu Leu Gin Lys Asp Arg 
325 330 335 

Thr Lys Arg Leu Gly Ala Lys Asp Asp Phe Met Glu He Lys Ser His 
340 345 350 

Val Phe Phe Ser Leu He Asn Trp Asp Asp Leu He Asn Lys Lys He 
355 360 365 

Thr Pro Pro Phe Asn Pro Asn Val Ser Gly Pro Asn Glu Leu Arg His 
370 375 380 

Phe Asp Pro Glu Phe Thr Glu Glu Pro Val Pro Asn Ser He Gly Lys 
385 390 395 400 

Ser Pro Asp Ser Val Leu Val Thr Ala Ser Val Lys Glu Ala Ala Glu 
405 410 415 



Ala Phe Leu Gly Phe Ser Tyr Ala Pro Pro Thr Asp Ser Phe Leu 
420 425 430 
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